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Введение
В настоящее время для анализа многих ле-
карственных препаратов в биологических жид-
костях часто используют метод ВЭЖХ-МС с та-
ким спо собом ионизации как электроспрей (ESI). 
Однако его особенностью является невы со кая 
воспроизводимость результатов количественных 
определений, (особен но «day-to-day») [1-5], в том 
числе связанная с нелинейно стью детектирова ния. 
В таких слу чаях для количественного определения 
содержания аналитов в пробах часто используют 
такой прием как нелинейную абсолютную граду и-
ровку [6, 7]. Для частичной компенсации нелиней-
ности детектирования пре д ло жено ис по льзо вать 
дополнительный внутренний стан дарт [8], выбор 
кото ро го в усло виях ESI достаточно сложен. С 
другой стороны, показано [5], что метод по следо-
вательных стандартных добавок с экст ра поля цией 
результатов на нуле вую или бесконечно большую 
величины до ба вок позволяет получать прием ле мые 
по точности результаты в условиях не линейности 
детектирования.
3-(2,2,2-Триметилгидразиний)пропионовая 
кислота (в литературе чаще встречается название 
«пропионат 3-(2,2,2-триметилгидра зи ния») [(CH3)3N+-
NH-CH2-CH2-COOH, THP, CAS 86426-17-7] является 
основ ной суб станцией ряда фармацевтичес ких 
препаратов. ТНР блокирует биосинтез карнитина, 
спо соб ствуя накопле нию в организме его пред-
шественника – γ-бутиробета ина, улу ч шающего 
микро цирк уляцию кро ви в тканях. Препараты на 
основе ТНР показали хо ро шие результаты при 
про филактике и лечении ишемичес кой болезни 
серд ца, с чем связан повы шен ный интерес к ним в 
последнее вре мя. Появление серии «вторичных» 
препаратов (так называемых дженериков) ини -
цииро вало иссле до ва ния их биоэк ви ва лентности 
относительно ориги на ль ного пре парата THP (Мил-
дронатТМ) [9]. 
Применение ВЭЖХ-МС для количествен-
ного определения THP не тре бу ет трудоемкой 
под го тов ки проб и позволяет оп ре делять следы 
этого пре па рата, как в водных рас т ворах, так и 
непосредственно в биологических жид костях 
(моча). Для изуче ния профиля экскреции THP 
ранее [9, 10] был ис поль зован метод абсолютной 
градуировки.
Настоящая работа посвящена сравнению 
возможностей методов абсолют ной градуировки 
и последовательных стандартных добавок (ПСД) 
на приме ре определения THP в условиях нели ней -
нос ти детектирования. Определение содер жа ния 
THP в моче в условиях его курсового применения 
позволило по лучить новые данные о профиле 
экскреции этого соединения и его накопле нии в 
ор ганиз ме.
Экспериментальная часть
Приготовление градуировочных образ-
цов и подготовка проб мочи к анализу.  Пробы 
мочи центрифугировали при 15000 g в течение 10 
минут , пос ле чего отбирали верхний слой. Градуи-
ровочные растворы THP в моче с концентрациями 
10, 50, 100, 400, 500, 600 и 1000 мкг/мл готовили 
методом последовательных разбавлений. Все 
пробы не по средственно перед ВЭЖХ-МС анали-
зом разбавляли деионизованной водой в 100 раз.
Условия хроматографического анализа. 
Анализ проб проводили на жид костном хромато-
масс-спектрометре Shimadzu LC-20AB с масс-
селектив ным детектором Shimadzu LCMS-2010EV 
(ESI). Колонка Supelcosil LC-NH2 150 x 3 мм, размер 
частиц сорбента 3 мкм,  элюент: компонент А – 10мМ 
раствор формиата аммония в воде, компонент Б – 
ацетонитрил; изократический ре жим элюирования: 
70 % Б,  объемная скорость подвижной фазы через 
колон ку 0.35 см3/мин, температура термостата 
колонки 40 °С, объем проб (петли) 5 мкл, время 
удерживания THP 7.3 мин.
Регистрацию параметров хроматографических 
пиков проводили с использованием программного 
обеспечения LC-MS Solution (версия 3). Число 
параллель ных определений площадей пиков со-
ставляло не менее пяти. Для статистической об-
работки экспериментальных данных ис пользовали 
програм мное обеспечение Microsoft Excel (2003) 
и Origin (вер сия 8.1).
На рис. 1 представлен масс-спектр THP в 
пробе мочи (ESI). Единственный интенсивный 
сигнал с m/z = 147 непосредственно соответствует 
катионам ТНР [(CH3)3NNHCH2CH2COOH]+, так что 
для детектирования этого соединения его дополни-
тельное протонирование в растворе не требуется.
Результаты и их обсуждение
Метод абсолютной градуировки предполагает 
предварительную граду и ров ку прибора по серии 
заранее приготовленных растворов аналита с 
различ ными концентрациями. Это подразумевает 
соответствующие затраты време ни на выполнение 
этой операции и, главное, стабильность параметров 
режи ма детектирования во времени. Поскольку 
при использовании такого способа ионизации как 
элект ро спрей существует проблема временной 
нестабиль нос ти режимов ионизации («day-to-day»), 
Рис. 1.   Масс-спектр THP в пробе мочи (способ 
ионизации – электроспрей)
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то более предпочтительными пред ста в ляются 
методы количест вен ного анализа, не требующие 
использования гра дуировочных уравнений с за-
ранее определенными параметрами.
Использование метода последовательных 
стандартных добавок ос но вано на соотно ше ниях (1):
1−
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где Mxi – количество аналита, определяемое в 
результате i-й добавки, Σmдобi – суммарное коли-
чество стандартной добавки на i-й стадии, Sx+добi 
и Sx – площа ди пиков определяе мого компонента 
после и до i-й добавки, соответственно.
Если все значения Mxi совпадают друг с другом, 
то такой способ не требует дополнительной обра-
ботки результатов за исключением их усред не ния. 
Од на ко в наиболее сложных случаях (матрицы об-
разцов обладают сорб ци онны ми свойствами или в 
усло ви ях нелинейности детектирования [4, 5, 11]) 
значе ния Mxi могут быть не равны друг другу, что 
требует их допол ни тельной об ра ботки. Известные 
примеры применения ме тода ПСД предпо ла гают 
экстра поляцию результатов на «нулевую» величину 
добавки (mдобi → 0) с ис поль зо ванием уравнения 
линейной регрессии: 
Mxi = aΣmдобi + b (2)
и, далее,   lim (Mxi)|(mдобi → ∞) = b,
где a и b – коэффи ци енты уравнения линейной 
регрессии, вычисляемые ме то дом наименьших 
квадратов.
Примечательно, что в формулу (2) формаль-
но не входят величины ана ли ти ческих сигналов 
(площади пиков, S), но это означает, что соотно-
шения (1) и (2) должны использоваться только в 
сочетании друг с другом.
Если необходимо определять не абсолютные 
количества, а концентра ции аналитов, то формулу 
(1) преобразуют с учетом объема образцов (V):
Сxi = Mxi /V   . (3)
Систематическая характеристика возмож-
ностей и ограничений метода ПСД [4, 5, 11] при-
вела к выявлению его необычного варианта, а 
именно слу ча ев, кото рые требуют экс т раполяции 
результатов не на нулевые, а на беско неч но бо-
ль шие величины добавок. Здесь для описания 
зависимости коли чест ва ана ли та в образце от 
мас сы добавки Mx(mдоб) линейная регрессия (2) не-
применима и необходим выбор функции, имеющей 
предел при (mдоб → ∞). Такому усло вию отвечает 
несколько функций, но в работе [11] была выбрана 
простейшая гиперболическая зависимость
6 
                           (4) 
b+
m
a=М x
доб
(4)
для которой lim (Mxi)|(mдобi → ∞) = b.
Мерой погрешностей результатов экстрапо-
ляции при использовании как уравнения (2), так и 
соотношения (4), являются стан дарт ные отклонения 
коэффициентов b.
Таким образом, определение содержания 
целевого аналита (ТНР) в пробах мочи проводили 
двумя независимыми методами: с использованием 
нелиней ной абсолютной градуировки (типичный 
вид нелинейного градуировочного графика для 
THP представлен на рис. 2) и модифицированным 
методом ПСД с экстраполяцией результатов на 
бесконечно большие величины добавок.
Рис. 2 представлен в координатах «площадь 
пика (аргумент) – опреде ляемая концентрация ТНР 
(функция)». Наблюдаемая нелинейная зависи мо сть 
может быть удовлетворительно аппроксимиро вана 
уравнением второго по рядка ви да Сх = dS2 + eS 
+ f, где  d = 0.019 ± 0.001, e = 0.91 ± 0.30, f = 10.4 ± 
11.1. В литературе из ве ст ны примеры линейной 
аппроксимации аналогичных градуировочных 
зависи мос тей для ТНР [10], однако они выявлены 
для об лас тей значительно мень ших концентраций 
THP в пробах и мень ших диапазо нов их вариаций. 
В нашем же случае не линейный градуиро вочный 
график охватывает два порядка концентраций THP 
(от 10 до 1000 мкг/мл). Такой ди а пазон необходим 
при определении фар макокинетических характе-
ристик THP, когда его содержание в биоло ги ческих 
жидкостях может варьировать в широких пределах.
Для оценки погрешностей результатов, полу-
ченных методом нелинейной абсолютной гра ду-
ировки, использовали приближенное соотношение 
ΔСх ≈ ΔdS2 + ΔeS + Δf.
Подобный способ количественного анализа 
достаточно прост и при опре де лении содержания 
ТНР им можно было бы ограничиться, если бы не 
отме ченная выше недостаточная воспроизводи-
мость характеристик электроспрея «day-to-day». Это 
приводит к необходимости регулярной проверки 
постоян ст ва коэффициентов градуировочного 
уравнения и, при необходимости, их пересчета. 
В таких условиях метод ПСД оказывается более 
предпочтитель ным. Пример обработки результатов 
определения содержания THP этим ме то дом с 
0 50 100 150 200
0
200
400
600
800
1000
к о н ц е н т р а ц и я ,  м В * с
П л о щ а д ь  п и к а ,  м В * с, *Площадь пика, усл. ед. 
Концентрация, мкг/мл. 
Рис. 2. Градуировочный график THP в диапазоне 
концентраций 10-1000 мкг/мл (способ ионизации 
– электроспрей)
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экстраполяцией на бесконечно большие величи-
ны добавок с исполь зо ванием уравнений (1) и (4) 
приведен в табл. 1. 
В табл. 1 включены значения Сх1 – Сх3 (Сх4), 
определенные по разным величинам добавок. 
Первое их них всегда оказывается су щественно 
завы шен ным, а приемлемые по точности резуль-
таты соответст ву ют только экст ра полированным 
величинам.
В табл. 2 сопоставлены некоторые результаты 
количественного опреде ления THP в модельных 
образцах, полученные как методом нелинейной 
аб со лютной градуировки, так и методом ПСД с экс-
траполяцией результатов на беско неч но большие 
величины добавок.
Как следует из данных табл. 2, метод ПСД 
по сравнению с методом аб со лютной градуировки 
дает результаты более близ кие к за дан ным. Относи-
тель ные погрешности  в первом случае составляют 
всего 4-9 %, то гда как во вто ром − 9-40 %. Только 
лишь для наибольшей концентрации 600 мкг/мл 
ре зу ль таты определений двумя методами сравни-
мы по точности. Однако следу ет еще раз отметить, 
что большая точность метода ПСД по сравнению 
с нели ней ной абсолютной градуировкой достига-
ется за счет нес ко ль ко больших за трат времени, 
что может стать существенным ограничением при 
необходи мо сти анализа больших серий образцов.
Оба метода были использованы при изучении 
профиля экскреции THP из организма в условиях 
курсового приема. Из рис. 3, на котором представ лен 
усредненный профиль экскреции THP, следует, что 
фактический диапа зон измеряемых концентраций 
аналита в моче при курсовом приеме терапев-
тических доз препарата (2500 мг/сутки) составлял 
150-350 мкг/мл.
Профиль концентраций THP имел характерный 
для кур со вого примене ния пилообразный характер, 
но график экскреции мо жет быть аппроксими ро ван 
логарифмической кривой, которая к послед не му 
Таблица 1
Результаты количественного определения THP в моче методом последовательных стандартных добавок 
с экстраполяцией на бесконечно боль шие величины добавок
Параметр 
определений
Концентрация THP в растворе, мкг/л
50 400 600
mдоб1, мкг 200 100 100
mдоб2, мкг* 300 200 200
mдоб3, мкг 400 300 300
mдоб4, мкг 500 - -
Sx ± станд. откл. (12.0 ± 0.4) ×106 (100.0 ± 1.7) ×106 (145.1 ± 2,8) ×106
Sx + доб1 ± станд. откл. (46.2 ± 1.1) ×106 (114.8 ± 2,2) ×106 (165.1 ± 1,9) ×106
Sx+доб2 ± станд. откл. (63.9 ± 1.6) ×106 (135.5 ± 2,7) ×106 (190.9 ± 3,6) ×106
Sx + доб3 ± станд. откл. (94.9 ± 1.6)×106 (160,1± 2,7) ×106 (215.0 ± 3,5) ×106
Sx+доб4 ± станд. откл. (116.7 ± 2.3) ×106 - -
Сx1, мкг/мл** 70.2 671.6 725.5
Сx2, мкг/мл** 69.3 563.3 633.6
Сx3, мкг/мл** 57.9 499.2 622.7
Сx4, мкг/мл** 57.3 - -
a (4.6 ± 1.9) ×103 (24.7 ± 3.2) ×103 (16.0 ± 2.4) ×103
b 48.8 ± 6.4 426.7 ± 21.8 562.8 ± 16.3
r 0.86 0,991 0.98
Сx,0 ± станд. откл. 49 ± 6 427 ± 22 563 ± 16
Примечания: * − для второй и последующих добавок указано суммарное с предыдущими коли чество 
аналитов; ** − значения приведены без погрешностей, поскольку данные результаты можно рассматри-
вать как промежуточные.
Рис. 3.  Графическая иллюстрация нарастания экс-
креции THP с мочой в тече ние курсового  приёма
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дню приёма приближа ется к насыщению (рис. 3). 
Тем не менее, точка на сы ще ния, после кото рой 
ско рость экскреции аналита достигла бы скорости 
его по ступ ле ния, в рамках двух недельного курса 
не была достигнута.
Выбор способа экстраполяции результа-
тов, полученных методом последовательных 
стандартных добавок. Сравнение данных на-
стоящей рабо ты с известными ранее вариантами 
при менения метода ПСД [4, 5, 11] показы вает, 
что, в зависимости от объекта анализа и способа 
детектирования, су ще ст вует два принципиально 
разных способа дополнительной обработки по лу-
чаемых результатов, а именно: 1) экстраполяция 
на «нулевые» величины до ба вок и 2) экстраполя-
ция на бесконечно большие величины добавок. 
Второй вариант выявлен относительно недавно, 
и число иллюстрирующих его при ме ров пока еще 
невелико. Тем более затруднительно предсказать 
характер экстраполяции результатов на основании 
природы образцов.
Тем не менее, математический критерий выбора 
ва рианта аппроксимации может быть предложен. 
При этом вид зависимостей Мх(mдоб) или Сх(mдоб) 
(во з растающие или убывающие) не может являться 
критерием такого выбора. Более надежным критерием 
оказывается сопоставление величин от ношений 
ΔSдобi/Сдобi = (Sx+добi – Sx)/Cдобi. Уменьшение этих от-
ношений при пере хо де от первой к последующим 
добавкам отвечает экстраполирующей функции 
Сх = amдоб + b и, следовательно, «направлению» 
экстраполяции mдоб →0, тогда как их увеличение – 
функции Сх = a/mдоб + b и mдоб →∞, соответственно. 
Зна чения таких отношений могут быть оценены 
непосредственно по исходным данным до их об-
работки. Для оценки тенденции их вариаций мини-
мальное число отношений ΔSдобi/Сдобi может быть 
равно двум, но для последующего вычисления 
парамет ров регрессионных уравнений Сx = f(mдоб) 
с использова нием метода наименьших квадра тов 
число добавок должно быть не менее трех.
Указанное общее правило можно проил-
люстрировать как данными работ [4, 5, 11], так и 
данными табл. 1 (напри мер для концентрации ТНР 
50 мкг/л). Зна чения четырех отношений (Sx+добi – Sx)/
Cдобi равны 17.1, 17.3, 18.2 и 20.9, то есть образуют 
возрастающую последовательность. Для второго 
примера (концентрация ТНР 400 мкг/л) три отноше-
ния равны 14.8, 17.8 и 20.0. Следо вательно, в обоих 
случаях требуется экстраполяция результатов на 
бесконеч но большие величины добавок.
Заключение
На примере определения содержания 
3-(2,2,2-триметилгид ра зи ний)пропи о но вой кислоты 
в моче показано, что в условиях нелинейности 
детектирова ния (способ ионизации – электроспрей) 
метод последовательных стандарт ных добавок 
обеспечивает получение более точных результатов 
по сравне нию с методом абсолют ной градуировки.
Особенностью применения метода после-
довательных стандартных доба вок в условиях 
нелинейности детектирования является необхо-
димость допол ни тельной обработки получаемых 
результатов, в данном случае их экстрапо ля ция 
на бесконечно большую величину до бав ки.
Таким образом, на рассмотренном примере 
показано, что модифи ци ро ван ный метод после-
довательных стандартных добавок представляет 
ин те рес при работе с биологическими жидкостями 
для ВЭЖХ-МС определения фармако ки нетических 
характеристик лекарственных препаратов с использо-
ва нием та кого способа ионизации как электроспрей, 
отличающегося нели ней ностью де тектирования.
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Таблица 2
Пример результатов определения концентраций THP в мо дель ных образцах, полученных методом 
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Задано,
мкг/мл
(С0)
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градуировки, мкг/мл
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COMPARISON  OF  ACCURACY  OF  THE  METHOD  OF  
ABSOLUTE  CALIBRATION  AND  THAT  OF  MODIFIED  
SUCSESSIVE  STANDARD  ADDITIONS  BY  DETERMINING  
3-(2,2,2-TRIMETHYLHYDRAZINIUM)  PROPIONATE  IN  URINE  AT  
NON-LINEAR  DETECTION  (ELECTROSPRAY)
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Contemporary determining of pharmaceuticals in biological liquids for the pur poses of phar-
maco kine tic studies and therapeutic drug monitoring implies the use of high-per formance liquid 
chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS) with electrospray as a method of ionization. 
However, this techni que is cha rac terized by a rather narrow linear detection range. It causes the 
restric tions in quan titation of analytes by method of absolute calibration. 
On the example of the determination of 3-(2,2,2-trimethylhydrazinium) propio nate (THP) in urine 
it is shown that the method of successive standard additi ons provides more precise results comparing 
with those obtained with non-linear absolu te calib ration at the same levels of analyte concentrations. 
Its principal fea ture is the need to extrapolate the results to an infi nite value of ad dition.
Keywords: 3-(2,2,2-trimethylhydrazinium) propionate, LC-MS, detection non linearity, successive 
standard addition, non-linear absolute calibration.
